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! Le financement complet de chaque projet TERSYS sera de préférence géré par un seul laboratoire afin
de faciliter et d’accélérer le démarrage des projets en 2025.
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La qualité et quantité des productions agricoles est influencée par de nombreux facteurs
environnementaux. Les facteurs climatiques ont par exemple des effets directs sur la qualité des
productions agricoles. Or, le climat pourrait aussi impacter la santé des plantes via des effets indirects
sur la dynamique intra-plante de pathogenes de plantes. La maladie du chancre bactérie, causée par
des souches Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa), est responsable de pertes agronomiques et
économiques séveéres pour la culture du kiwi au niveau mondial. Les fluctuations de la sévérité de cette
maladie restent difficilement prédictible sur le terrain, ce qui complique la gestion. Ce projet vise a
étudier l'impact de parameétres abiotiques (température, humidité relative) sur la dynamique des
populations bactériennes Psa biovar 3 dans des plants de kiwi (Actinidia chinensis) et ce, en optimisant
une méthode de gPCR. Les résultats de ce projet contribueront a la conception d’un futur projet ANR.
Les objectifs seront d’étudier les effets de plusieurs facteurs (climat, sensibilité variétale, pratiques
agricoles) et de leurs interactions sur la dynamique de plusieurs types de souches Psa, sur la sévérité
de la maladie du chancre bactérien, et sur la qualité de la production. Ces objectifs seront réalisés sur
la base d’approches d’expérimentations en conditions contrélées, d’observations et de prélevements
sur le terrain, et de modélisation.

Ce projet interdisciplinaire ainsi que ses perspectives cadrent avec I'axe 2 de la SFR Tersys (impact
de facteurs environnementaux au sens large, en relation avec les facteurs génétiques, sur la qualité
des produits frais) ainsi qu'avec I'axe transversal A (modélisation).

- Type de projet (Exploratoire, Conference, colloque, Préliminaire pour un autre projet
(H2020/Horizon Europe, ANR, Région ...)

Les livrables de ce projet incluent deux publications dans un journal international a comité de lecture
et en science ouverte. De plus, les méthodes et données issues de ce projet alimenteront le montage
d’un projet ambitieux et interdisciplinaire de type ANR (cf. ci-dessous).

L’'association des porteurs de ce projet impligue un regroupement de compétences associées a
plusieurs disciplines complémentaires :

- écologie, biologie moléculaire, microbiologie (bactériologie), phytopathologie, analyses
statistigues multivariées (Christelle Lacroix, PV - équipe MISTRAL)

- acquisition, gestion et analyses de données, bio-informatique
(Sylvain Piry, PV - équipe virologie, CBGP)
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Enjeu, état de I’art et contexte du projet (1 page maxi)

De nombreux facteurs biotiques et abiotiques peuvent influencer la quantité et la qualité intrinseque
des productions agricoles. Les agents pathogénes et les ravageurs de plantes réduisent la
production végétale potentielle mondiale de 20 a 40 % (FAO, 2017). La qualité de la production
agricole est également affectée par des facteurs environnementaux tels que le climat et les
pratiques agricoles. Cependant, les maladies infectieuses de plantes ont souvent été étudiées sur
la base de pathosystemes simples, composés d'un nombre limité de souches microbiennes,
d’espéces et de variétés de plantes, et de contextes environnementaux. La construction d’une vision
intégrée de type One Health! est une démarche émergente qui vise la prise en compte de la
multiplicité des environnementaux affectant la santé des plantes et la qualité des productions
agricoles. Une question importante est celle de I'impact de l'environnement abiotique sur la
dynamique intra-plante de pathogénes, sur la sévérité de maladies de plantes, et sur les
conséquences possibles pour la qualité de la production agricole.

La culture relativement jeune (~50 ans) du kiwi (Actinidia chinensis) a connu plusieurs émergences
de la maladie du chancre bactérien?4. Celle-ci est caractérisée par diverses symptémes (taches
nécrotiques et flétrissement des feuilles, nécrose de bourgeons, exsudats et chancres du bois) et
plusieurs impacts agronomiques (perte de rendement et de qualité au niveau des fruits, mort des
arbres)>6, Cette maladie est causée par des souches bactériennes Pseudomonas syringae pv.
actinidiae (Psa) réparties dans plusieurs biovars (groupes aux caractéristiques phylogénétiques et
génomiques distinctes). Les souches du biovar 3 sont les plus agressives, et sont responsables de
séveres pertes économiques et agronomiques au sein de 'ensemble des pays producteurs de kiwi
au niveau mondial?37. Ces souches ont notamment conduit a I'éradication des premiéres variétés
de kiwis jaunes (A. chinensis cv. chinensis) dont la sensibilité a cette maladie s’est révélée plus
élevée que d’autres variétés. L’'impact agronomique associé a d’autres souches Psa est plus
modéré, en partie en raison du périmetre plus restreint dans lequel les souches du biovar 1 et 4
(Pacifique Ouest et Europe), 2 (Corée, Nouvelle-Zélande), et 5 et 6 (Japon) ont été disséminées?.

En France, neuviéme pays producteur mondial et troisieme au niveau européen (FAO 2022), la
culture est dominée par la variété la plus commune de kiwi vert (A. chinensis cv. deliciosa cv.
Hayward) et est principalement répartie dans le sud et le nord-ouest de la France (Agreste). La
production est d’intensivité modérée, et est attachée a des critéres de qualité. Les souches Psa
biovar 3 ont été détectées pour la premiére en 2010 en France®. L'évolution rapide de la situation
épidémiologique au sein des diverses régions productrices a notamment conduit en quelques
années a augmenter le nombre de traitements phytosanitaires chimiques de zéro a quinze par an%10
(M.L. Brachet, CTIFL, communication personnelle). Ces produits sont d’efficacité limitée et sont
également toxiques pour I'environnement. La gestion de la maladie repose essentiellement sur la
surveillance (observation de symptdmes), et 'usage de méthodes prophylactiques pour prévenir, et
limiter les dégats et la dissémination de la maladie (désinfection des outils, opérations de taille en
dehors des jours aux conditions climatiques favorables a la maladie)?311.

La sévérité des symptdmes et 'intensité des dégats induits sur la qualité de la production restent
difficilement prédictible sur le terrain, ce qui complique la gestion. Les conditions de température
fraiches et humides sont généralement décrites dans la littérature comme étant favorables a la
multiplication des souches Psa biovar3. Cependant, ces postulats ne permettent pas de bien
anticiper et prédire la sévérité de la maladie, qui reste trés variable au cours des saisons et des
années. Cette variabilité pourrait étre au moins en partie expliquée par des fluctuations de la taille
des populations de bactéries au sein d’arbres de kiwis, qui peuvent rester infectés plusieurs mois
voire plusieurs années. Il est donc crucial d’élucider précisément linfluence de facteurs
environnementaux, tels que ceux liés au climat, sur la taille et la dynamique intra-plante de
populations de souches Psa biovar 3, et sur la santé des plantes.
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Objectifs du projet (1 page maxi)

Ce projet propose d’adresser la question de I'impact de paramétres climatiques (température et
humidité relative) sur la taille et la migration de populations de bactéries Psa biovar 3 au sein de
plants de kiwi verts (A. chinensis cv. deliciosa cv. Hayward), via I'optimisation d’'une méthode de
gPCR. Ces données apporteront une dimension originale et complémentaire a des données déja
acquises sur les effets de ces paramétres abiotiques sur la sévérité de la maladie du chancre
bactérien sur kiwi'?.

Les objectifs pour la premiére année (l.) de ce projet sont :

- (l.a.) daugmenter le débit d’'analyse d’'une méthode de gPCR existante pour déterminer la
taille de populations de bactéries Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) biovar 3 au
sein d’un grand nombre d’échantillons de kiwi.

- (L.b.) d’analyser la taille de population de bactéries Psa Biovar 3 au sein d’échantillons de
plantes collectés lors d’expérimentations précédentes et stockés au congélateur -80°C.

- (l.c.) de transférer les protocoles ainsi optimisés pour des souches Psa biovar 3 pour des
souches Psa d’autres biovars.

La potentielle 2éme année (ll) du projet pourra s'intéresser a l'effet de facteurs abiotiques
(température et humidité relative) sur la distance et la vitesse de migration a partir des points
d’'inoculation de populations de bactéries Psa biovar 3 au sein de plants de kiwi.

Description du projet, contenu, attendus et calendrier (2 page maxi)

La tache (l.a.) sera réalisée en début de projet (Table 1) sur la base d’'une méthode de qPCR déja
développée. Celle-ci comprend I'extraction d’ADN (protocole mis au point a base d’isopropanol en
tubes individuels) a partir de suspensions bactériennes ou de feuilles de kiwis. Puis, les extraits
ainsi obtenus sont analysés via la quantification absolue par chimie gPCR Tagman (plaques 96
puits) de la quantité d’ADN de souches ciblées (Psa biovar 3). L'objectif est ici d’adapter ces
méthodologies pour réaliser des extractions en plaque 96 puits, et des analyses gPCR en plaque
de 384 puits, tout en maitrisant les co(ts, et en conservant un niveau d’efficacité, de reproductibilité
et de sensibilité comparable a la méthodologie existante a plus bas débit. Le protocole (en version
bas- et plus haut- débit) sera rédigé au format standardisé Management Qualité Recherche (MQR).

Table 1. Calendrier prévisionnel des différentes taches du projet.

Tache Type Intitulé Année 1 Année 2
Augmenter le débit d'analyse d’'une méthode existante de gPCR pour les souches cibles (Psa biovar 3).
Vérification de la spécificité, sensibilité, et efficacité d'amplification.

Expérimentation
lLa.
Livrable Protocole établi, rédaction au format Management Qualité Recherche

Expérimentation Analyser la taille de population de bactéries Psa Biovar 3 au sein d'échantillons stockés au -80°C

Statistiques Annalyses statistiques des données obtenues en fonction de I'effet de la température et de 'humidité
Multivariées relative des environnements d'incubation

Rédaction d'un article scientifique (effet de la température et de I'humidité relative sur la taille de population
de Psa aux points d'inoculations) dans un journal international a comité de lecture et en science ouverte
Mise au point d'amorces et de sondes gPCR Tagman pour des souches Psa d'autres biovars. Vérification
de la spécificité, sensibilité, et efficacité d'amplification.

Valorisation
Expérimentation

l.c. Livrable Protocole établi, rédaction au format Management Qualité Recherche

Rédaction d'un article scientifique (méthode qPCR pour des souches Psa de plusieurs biovars) dans un

Valorisation . . . N - ¥
journal international & comité de lecture et en science ouverte

Expérimentation Analyser la taille de population de bactéries Psa Biovar 3 au sein d'échantillons stockés au -80°C

Statistiques Annalyses statistiques des données obtenues en fonction de I'effet de la température et de 'humidité
Multivariées relative des environnements d'incubation
Valorisation Rédaction d'un article scientifique (effet de la température et de I'humidité relative sur la migration intra-

plante de Psa) dans un journal international & comité de lecture et en science ouverte

La tache (Il.b.) sera effectuée sur la base d’échantillons prélevés lors d’expérimentations
précédentes et conservés depuis au congélateur -80°C. Lors de ces expérimentations, 120 plantes
ont été inoculées avec une suspension de bactéries ajustée a 108 CFU/mI d’'une souche Psa biovar
3 (N=60) ou avec de I'eau (témoins négatifs, N=60) au niveau du pétiole de deux feuilles jeunes et
bien déployées. Les plantes ont été réparties dans des environnements de culture caractérisés par
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des consignes de températures (25/18, 25/22, 22/18, 29/13°C jour/nuit) et d’humidité relative (70-
80%) contrastées. L’expérimentation a été réalisée deux fois (N=240 plantes au total). Plusieurs
parametres ont été mesurés a 15 et 28 dpi concernant la sévérité des symptdomes et la santé des
plantes. Les analyses statistiques réalisées (modeles linéaires généralisés) ont par exemple montré
qu’a 28 dpi la sévérité de la maladie est plus élevée en conditions de températures fraiches, mais
aussi en conditions d’humidité relative plus faible contrairement a ce qu’indique la littérature23. Pour
chaque plante, le pétiole au niveau duquel les plantes ont été inoculées (N=2 pour chacune de 10
plantes par modalité, répétition, et date d’observation [15 et 28 dpi]) ont été prélevées, broyés et
stockés au congélateur (N=320 échantillons de pétiole au total). Le protocole optimisé de gPCR en
tache (l.a.) sera déployé pour déterminer la taille de population de bactéries au sein de ces
échantillons. Ces données seront analysées en fonction de la température et de I'humidité relative
des environnements de culture, et seront confrontées aux effets de ces parametres sur la sévérité
des symptdmes et sur la santé des plantes. Ces analyses et données seront valorisées via un article
dans un journal international a comité de lecture, et en science ouverte.

La tache (ll.c.) pourra étre effectuée en parallele (Table 1) de la tache (I.b.). Il s’agira de concevoir
a l'aide du logiciel Geneious (installation existante) un couple d’amorces et une sonde TagMan pour
chaque biovar (e.g. biovar 1 et 2). La spécificité, I'efficacité d’amplification, et la sensibilité sera
testée, et si besoin améliorée, pour chaque ensemble (amorces+sonde). Chaque sonde sera dotée
d’un fluorochrome de longueur d’onde différente de fagon a offrir la possibilité de quantifier en
multiplex la taille de populations de souches Psa de différents biovars au sein d'un méme
échantillon. Ces outils ouvriront la voie pour I'examen futur de questions liées aux effets de
coinfections entre souches Psa de plusieurs biovars, et aux effets potentiellement interactifs entre
ces co-infections et I'environnement abiotique, sur la santé des plantes et la qualité de productions
agricoles. La méthodologie de gPCR mise au point pour les souches Psa de plusieurs biovars sera
publiée dans un journal international a comité de lecture, et en science ouverte.

La 2é¢me année potentielle du projet aura pour objectif d’analyser en gPCR les autres échantillons
prélevés sur les mémes plantes a différents niveaux (limbe foliaires, tiges). Les données produites
(présence et taille de populations) seront analysées (e.g. glm) de fagon a déterminer l'effet de la
température et de 'humidité relative sur la migration intra-plante de souches Psa biovar 3.

Les résultats et les outils produits alimenteront la réflexion pour le montage d’'un futur projet
ambitieux de type ANR. Ce projet intégrera plusieurs works packages concernant I'effet de plusieurs
facteurs (climat, sensibilité variétale, pratiques agricoles) sur la dynamique de populations de
souches Psa de plusieurs biovars, sur la santé des plantes, et sur la qualité initiale intrinséque des
produits frais. Ces questions pourront étre traitées sur la base d’expérimentations en conditions
contrélées et d’observations sur le terrain. Les données issues de ce projet Tersys et du premier
package du projet ANR fourniront aussi des informations sur les conditions favorables a la
multiplication intra-plante, a la sévérité de la maladie du chancre bactérien, et donc a la réduction
de la qualité de la production agricole. Ces données alimenteront des approches de modélisation
qui feront I'objet d’autres work packages qui auront pour objectif de modéliser les possibles aires
biogéographiques de distribution de plusieurs types de souches Psa en fonction du climat actuel et
futur, d’établir des cartes de risque (présence de pathogénes, et dégats induits sur la production),
et d’estimer de fagon plus précise les trajectoires probables de dissémination aérienne d’agents
pathogénes a longue distance (cf. travaux en cours et issus de projet ANR PPR Beyond).

Description du consortium (1/2 page maxi)
Le consortium est composé de :

- Christelle Lacroix : chargée de recherche, porteuse du projet, 0.3 ETP
- Cécile Monteil : technicienne de recherche, 0.3 ETP
- Caroline Guilbaud : assistante ingénieure, 0.05 ETP
- Charlotte Chandeysson : technicienne de recherche 0.05 ETP
= INRAE - PV (Unité Pathologie végétale, équipe MISTRAL)
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- Sylvain Piry ingénieur de recherche, co-porteur du projet, 0.1 ETP
=2 INRAE - PV (Unité Pathologie végétale, équipe Virologie)
= INRAE — CBGP (Centre de Biologie pour la Gestion des Populations, équipe Virologie)

Budget détaillé en précisant le montant consacré aux plateformes 3 A (1/2 page maxi)
Le budget demandé pour 2025 (1.) est de 7000 euros (unité INRAE PV), et correspond :
- aux frais de fonctionnement liés

e au développement méthodologique (tache l.a.) pour 'augmentation du débit d’analyses
d’échantillons en gPCR (test et optimisation de I'extraction d’ADN en plaques, analyses
gPCR en plaque 384 puits). (900 euros)

e alanalyse de la taille de population de bactéries Psa Biovar 3 (tache 1.b.) au sein de 160
plantes (N= 320 échantillons a raison de deux échantillons de pétiole par plante prélevés
aux points d’inoculation a 15 et 28 dpi lors d’expérimentations précédentes, et stockés au
congélateur -80°C). (3100 euros)

e alaconception et le test d’'amorces et de sondes qPCR spécifiques (tache I.c.) a d’autres
biovars (1 et 2). (1100 euros)

- a la gratification d’un stagiaire de Master (1900 euros)

Le budget qui pourra étre demandé en 2026 (ll.) est de 7000 euros (unité INRAE PV). Ce budget
couvrira les frais de fonctionnement pour I'analyse de la taille de population de bactéries Psa biovar
3 au sein d’échantillons (tige, limbe foliaire) prélevés a différentes distances des points d’inoculation
pour 160 plantes lors des mémes expérimentations précédentes. Ces échantillons ont été stockés
au congélateur -80°C et sont également préts a étre analysés. Les données ainsi collectées
permettront de déterminer I'effet de facteurs abiotiques (température et humidité relative) sur la
distance et la vitesse de migration de populations de bactéries Psa biovar 3 au sein des plantes a
15 et 28 dpi. Le financement pourra étre complété par une bourse de Master (e.g. Gis Fruits) qui
sera demandée en paralléle.

Partenariat scientifique et industriel éventuel (1/2 page maxi)
Ce projet se déroulera avec le soutien des infrastructures de la plateforme de biologie moléculaire
(LBM, centre PACA).
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Ce projet n'a pas été soumis a un autre appel d’offre, et bénéficie d’'un financement partiel assuré
par le projet ANR-PPR Beyond « Building epidemiological surveillance and prophylaxis with
observations near and distant » (Cindy Morris, Samuel Soubeyrand) en particulier dans le cadre
de la tache 6.1 (« Detection methods that account for the contours of diversity of pathogens »).

Ce projet pose la question originale des effets de parametres abiotiques liés au climat sur les
interactions plantes-pathogenes, et ouvre la voie de I'analyse de ces processus sur les possibles
impacts indirects sur la qualité des productions agricoles. Ce projet repose sur I'optimisation d’une
méthodologie existante pour le test d’'un plus grand débit d’échantillons, et I'analyse de la taille de
populations d’agents pathogénes bactériens par gPCR. Ces outils pourront étre rapidement
déployés dans un cas concret dont I'objectif est d’évaluer I'effet de la température et de 'humidité
relative sur la taille de populations de bactéries Pseudomonas syringae pv. actinidiae biovar 3, et
sur la croissance de plants de kiwi. La disponibilit¢é des échantillons, collectés au sein
d’expérimentations déja réalisées précédemment, et stockés au congélateur -80°C constitue un
atout pour la réalisation de ce projet. Ces développements et ces analyses reposent sur des
compétences présentes dans le consortium constitué autour de ce projet, et aboutira a des outils
de gPCR transférables a une diversité de souches et d’agents pathogenes, et applicables dans
une diversité de contextes (e.g. conditions contrdlées, terrain). Les acteurs et actrices de ce projet
contribueront a ce projet avec de multiples compétences (écologie, bactériologie, phytopathologie,
biologie moléculaire, bioinformatique) et bénéficieront des infrastructures de I'unité (laboratoires de
microbiologie, plateforme PROPHYLE) et du laboratoire de biologie moléculaire situé sur le méme
site. Ce projet est bien ancré dans les objectifs scientifiques de I'axe thématique « écologie,
épidémiologie et évolution » de notre unité, des axes scientifiques de Tersys ainsi que du
département INRAE Santé des plantes et Environnement. Je soutiens fortement ce projet.

Benoit Moury, DU de l'unité PV
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